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(要旨)  
関節リウマチ (Rheumatoid arthritis: RA) 患者にみられるメトトレキサート (Methotrexate: 
MTX) 関連リンパ増殖性疾患 (Lymphoproliferative disease: LPD) は、Epstein-Barr virus (EBV) 陽
性例が多く、MTXの休薬により自然退縮を来すといった臨床的特徴がみられる。組織型ではびまん性
大細胞型 Bリンパ腫 (Diffuse large B-cell lymphoma: DLBCL) が最も多いとされているが、MTX関
連 DLBCLについて集学的に臨床病理学的検討をおこなった報告は少ない。近年さまざまな腫瘍性疾患
において DNAメチル化を含むエピゼネテックスにおける遺伝子学的特徴が腫瘍発生に関与している
といわれている。MTX関連 DLBCL例の臨床病理的特徴と DNAのメチル化異常の関係に関する報告はな
く、未だ明らかでない。今回われわれは、RA患者に発生した MTX関連 DLBCL 例についてその両者の
関係を解析した。 
対象と方法 
1995-2013年 (19年間) において主に上記 3施設で集積された RAに合併した DLBCL62例の臨床病
理学的解析を行った。MTX 治療例は 38例、MTX未治療例は 24例であった。対照群として自己免疫疾
患、ウイルス感染等の既往がない DLBCL15例を用いた。DNAメチル化の検討では、パラフィン標本か
ら DNA抽出が可能であった MTX治療例 25例、MTX未治療 EBV陰性例 9例、対照 DLBCL群 EBV陰性例
15例に加え、RA関連リンパ節炎 9例を用いた。悪性リンパ腫に多くみられる 12種類のメチル化、非
メチル化遺伝子部位のプライマーを使用し、DNAメチル化の活性を確認した。 
結果 
MTX治療群では、血清検査にて sIL2受容体値が MTX未治療 DLBCL、対照 DLBCL群と比し低い状態で
あった(p<0.01)。組織形態学的には、MTX治療群は、MTX未治療群、対照 DLBCL群と比較して病変内
腫瘍細胞の割合が少なく、広範囲の壊死が多かった(p<0.01, p<0.05)。In situ hybridization (ISH)
にて、MTX治療群は MTX未治療群に比較し高率な EBV感染 (61％) を認めた (p<0.01)。免疫組織学
的には、MTX治療群は他の 2群に比し腫瘍細胞の CD30, CD25発現が高く、Bcl-2が低い所見を示した
(p<0.05, p<0.01)。これらの傾向は MTX治療群でも特に EBV陽性例において顕著であった。予後では、
MTX治療群は MTXを中止することにより腫瘍自然退縮がみられ (35%) 、他２群に比し予後良好であ
った(p<0.05)。本群では、EBV陽性例において陰性例に比べ予後良好の傾向がみられた。 DNAメチル
化状態については、RA関連 DLBCL群では対照 DLBCL群に比べ APCが高い DNA メチル化状態であった
(p<0.05)。正常末梢血単核球 DNAにみられない MGMTのメチル化が RA関連リンパ節炎 3例 (33％) に
みられた。MTX治療群では DAPK、SHP1のメチル化が RA関連リンパ節炎と比較し高率であったが
(p<0.05)、MTX未治療群や対照 DLBCL群に比べると MGMT、DAPK、SHP1のメチル化率は低率であった。
EBV陽性・陰性例間、MTX治療・未治療群間では有意差のあるメチル化遺伝子の発現は認めなかった。
予後に関して、MTX治療群の MGMTメチル化例は非メチル化例に比べ予後不良であった(p<0.05)。MTX
治療群は他 2群に比べ低 CIMP (CpG island methylator phenotype: CIMP、3個以下の DNAメチル化
状態）状態であった(p<0.05)。EBV陽性例では、EBV陰性例に比べより低 CIMP 傾向がみられた。臨床
病期 III/IVの MTX治療群における低 CIMP症例では高 CIMP症例に比し予後良好であった(p<0.05)。 
考察 
RA患者における MTX治療群では、MTX投与により宿主の免疫能低下が生じ、過半数の症例において
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EBV 感染が顕性化し B細胞の腫瘍化につながった可能性が示唆された。DNAメチル化において低 CIMP
を示した MTX治療群は、アポトーシス阻害、DNA修復機能阻害、細胞分化異常が他 2群に比較し軽度
であると考えた。MTX治療群では、免疫能低下に伴う EBV感染による腫瘍形成や DNAメチル化に伴う
腫瘍化因子の作用が少ないことが、MTX中止による寛解や予後良好といった臨床経過に寄与している
と推測した。     
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審査の結果の要旨 
 
本論文は、関節リウマチ患者に発生する MTX関連 DLBCLについて、臨床病理学的検討および遺伝子
学的特徴として DNAメチル化について検討を行ったものである。 
本論文の斬新さ、重要性、研究方法の正確性、表現の明確さ、質疑応答は以下の通りである。 
1) 斬新さ 
  RA患者における MTX関連リンパ増殖性疾患についての集約的報告は少数認められるが、殆どが
腫瘍組織型の区別がなく混同した報告である。本論文は MTX関連 DLBCL例に限局し検討しているも
のであり、これまでで最も多い対象症例数による報告である。また、MTX関連 DLBCLにおけるリツ
キシマブの有用性についての多数症例での検討や DNAを用いた発がん機構の検討はこれまでに報
告が認められず、初めての研究報告であった。 
2) 重要性 
  MTX関連 DLBCLにおける明確な臨床病理像や予後が明確になった。腫瘍発生における EBVの関与
や DNAメチル化が明確に提示された点は重要である。これらの腫瘍発生解明の一段階にあると判断
される。 
3) 研究方法の正確性 
  対象症例について、本論文では MTX治療 DLBCL群（38例）の他に MTX未治療 DLBCL群（24例）、
対照 DLBCL群（15例）、メチル化検討では RA関連リンパ節炎群（9例）を加えた検討をしており、
各群におけるより詳細な比較検討が可能であった。また予後解析では、臨床病期 1/2期と 3/4期を
分け、リツキシマブ使用例に限局して検討しており、正確性を高めていると評価できる。メチル化
解析では、MSP法で増幅した遺伝子を DNA sequenceで確認しており、より正確性を期した。 
4） 表現の明確さ 
  本論文では、発症に多因子が絡むと推測される RA関連 DLBCL例を図表や簡潔なシェーマを用い
説明した。MTX治療 DLBCLでは、MTX投与により宿主の免疫能低下が生じ EBV 感染が顕性化し B細
胞の腫瘍化につながったと推測した。さらに DNAメチル化における低 CIMP状態が、MTX中止によ
る寛解や良好な化学療法反応性といった臨床経過に寄与している可能性を明確に説明した。 
５）質疑応答     
  本論文の審査に際し、以下の討議が行われた。 
ⅰ）Q: EBV関連胃癌では、EBV感染により DNAメチル化が引き起こされ、発癌すると 
いわれているが、今回の RA・MTX治療 EBV陽性 B-LPDでは低メチル化状態であったが何故か。 
         A: RA・MTX治療 EBV陽性 B-LPDと EBV関連胃癌は、前者では背景に宿主の高度の 
免疫抑制状態を認め、発症機序に関与していると考えられる点が異なる。RA・MTX治療 EBV陽性 B-LPD
ではメチル化が進んでいない段階にも関わらず発症しており、メチル化よりも EBVによる細胞増殖が
大きく発症に関与している疾患であると推測される。 
ⅱ）Q: MTX治療 DLBCL群では血清可溶性 IL-2R値は低値であったが、腫瘍細胞では CD25 
(IL-2Rα)陽性を高率に認め、解離がみられたが何故か。 
A: 血清可溶性 IL-2R値の低値は EBV陽性例、陰性例に関らず MTX治療群でみられており、MTX
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未治療群、対照 DLBCL群では高値であったことから、MTX投与による免疫抑制を示唆していると考え
られる。腫瘍細胞の CD25発現は殆どが EBV陽性例でみられ、陰性例では少なく、EBVの細胞感染に
よる細胞活性化を示していると思われる。 
ⅲ）Q: 関連因子が多く、病理像の特徴、予後に関連する因子が複雑であったが。 
    A:  MTX治療 DLBCL群における病理像である、腫瘍組織内の広範な腫瘍壊死および CD30陽性
腫瘍細胞は、EBV感染と腫瘍との高度の関連を示唆する。メチル化における予後に関連する因子とし
ては DLBCLでは DAPK、SHP1の高メチル化を来す症例は予後不良といわれている。本研究においても
MTX治療 DLBCL群では未治療群、対照群に比し DAPK、SHP1のメチル化率が低い傾向がみられ、MTX
治療 DLBCL群における予後良好な傾向と相関していた。多くの関連因子があるが、MTX治療群 EBV陽
性例では免疫抑制状態と EBV感染、MTX治療 EBV陰性例では免疫抑制状態、MTX未治療群では RA罹患
が発症背景に関与しており、発症機序もそれぞれ異なるのではないかと考えられる。 
ⅳ）Q:  MTX治療 DLBCL群では Bcl-2の発現は低率であったが、腫瘍細胞では CD30陽性を高率に
みられたが、CD30もアポトーシス作用を示すが、Bcl-2低値はアポトーシス阻害を示し解離があるの
では。 
  A: 確かに CD30も NF-κBを活性化し、Bcl-2遺伝子発現を誘導しアポトーシスに関与すると
いわれているが、MTX治療 DLBCL群では Bcl-2が低値であった。その因果関係は不明である。CD30
は、CD25とともに活性化因子として EBV感染に関連し発現したと考えられる。MTX治療 EBV陽性例で
は、アポトーシスの阻害が弱い状態で腫瘍が発症しているという点が、対照 DLBCL群と異なる発症機
序を示していると考える。 
ⅴ）Q: メチル化を検討した 12遺伝子は一般的に選択されるものか。今後更に検討の余地がある
か 
  A: 対象遺伝子は過去に通常型 DLBCL例でメチル化がみられると報告されているものである。
今後は DNAメチル化酵素である DNMT1の発現と CIMPとの関連性等をみていきたい。 
ⅵ）Q: DNAメチル化検討における DNA抽出検体は病理組織ではどこから採取したか 
  A: 本研究ではマイクロダイセクションはしておらず、全例腫瘍組織全体から DNAを採取した。 
ⅶ）Q: RA患者における MTXの投与量、投与期間と発症には関連性はあるか。 
   A: これまでの MTX関連 LPDにおける報告では、RA罹患期間、MTX投与量、投与期間との関連
性はいわれていない。本研究でも RA罹患から発症までの期間は MTX治療群、未治療群では差はみら
れなかった。 
 
5） 総括 
以上の審査の結果より、本論文は学位を授与するに値する研究と判定された。 
 
 
 
  
